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A doença de Chagas (DC) é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, sendo 
considerada uma das doenças tropicais mais negligenciadas em todo o mundo. Segundo 
dados da Organização Mundial da Saúde, existem aproximadamente de 6 a 7 milhões de 
pessoas cronicamente infectadas e entre 10 a 14 mil vão ao óbito anualmente.A DC 
apresenta um espectro de manifestações clínicas que varia entre indivíduos e região 
geográfica. Após uma fase inicial aguda da doença aproximadamente 70 % dos afetados 
apresentam uma longa fase de latência sem sintomas aparentes, sendo conhecida como fase 
crônica indeterminada. Cerca de 30 a 40% desenvolvem a forma crônica da DC (cardíaca 
digestiva ou cardiodigestiva).A proposta deste trabalho foi estudar a bioenergética 
mitocondrial em quatro isolados de T. cruzi oriundos de pacientes que apresentavam 
diferentes formas clínicas da DC [digestiva (AP), cardíaca (MAMA), indeterminada (MJFL) 
e cardiodigestiva (SAO)]. Após a realização dos exames laboratoriais complementares para 
avaliação clínica dos pacientes e da genotipagem dos isolados, analisou-se as curvas de 
proliferação, a IC50 para o H2O2, o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) e o consumo 
de oxigênio desses isolados. Os resultados não mostraram alterações significativas na 
avaliação laboratorial bioquímica e hematológica dos pacientes. Os isolados da SAO, AP e 
MAMA pertenciam a classe TcII e o MJFL à classe TcIII.  Nas curvas de proliferação não 
foram verificadas diferenças significativas entre os parasitas dos isolados da MAMA, SAO e 
MJFL, entretanto os parasitas do isolado AP apresentaram maior índice de crescimento e 
tempo de duplicação (TD) quando comparados aos outros isolados. Em relação ao ΔΨm, 
não houve diferença significativa entre os isolados. O IC50 variou aproximadamente entre 
155 a 196µM de H2O2, tendo o isolado da AP maior sensibilidade que outros isolados. Com 
relação ao consumo de oxigênio em células não permeabilizadas não houve diferença 
significativa entre os isolados da MAMA e AP, no entanto o isolado da SAO apresentou 
maior consumo de oxigênio e a MJFL menor consumo de oxigênio entre os quatro isolados. 
Em células permeabilizadas no estado 2, os parasitas dos isolados AP e SAO exibiram maior 
consumo de oxigênio quando comparados a MAMA e MJFL. No estado 3, não houve 
estímulo na respiração celular para todos os isolados estudados. Após a adição do 
desacoplador CCCP (estado 3U), vemos um aumento no consumo de oxigênio para todos os 
isolados. Não foi possível determinar o controlo respiratório devido à falta de estímulo após 
a adição de ADP em todos os isolados. Podemos concluir que existem diferenças 
significativas na bioenergética mitocondrial dos parasitas correlacionado às diferentes 
formas clínicas da doença de Chagas. Em relação ao comportamento diferente na curva de 
 
 
proliferação do isolado AP, pode especular sobre a sua forma clínica (gastrointestinal) na 
doença de Chagas. Outros estudos relativos à bioenergética mitocondrial utilizando outros 
substratos da cadeia respiratória mitocondrial na avaliação das taxas de consumo de 
oxigênio na produção de ATP, geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) nos 
parasitas deve ser realizada para um melhor entendimento desta relação, contribuindo assim 
































Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. Cruzi), considered one of 
the most neglected tropical diseases worldwide. According to the World Health 
Organization, there are approximately 6 to 7 million chronically infected and 10 to 14,000 
go to death annually. Chagas disease presents a spectrum of clinical manifestations ranging 
from individuals and geographic region. After an initial acute phase of the illness about 70% 
of affected patients have a long asymptomatic latent period of the disease known as 
indeterminate chronic phase, whereas 30 to 40% develop chronic heart, digestive or 
cardiodigestive form. The purpose of this work was to study the mitochondrial bioenergetics 
in four isolates of T. cruzi derived from patients with different clinical forms of Chagas 
disease [gastrointestinal (AP), cardiac (MAMA), undetermined (MFJL) and cardiodigestive 
(SAO)]. After performing additional laboratory tests for clinical evaluation of patients and 
genotyping strains were evaluated the proliferation of curves, the determination of IC50 for 
H2O2, the mitochondrial membrane potential (ΔΨm) and oxygen consumption of these 
isolates. The results showed no significant changes in biochemical and hematological 
laboratory assessment of patients. Isolates of SAO, AP and MAMA belonged to TCII class 
and MFJL strain, the TcIII class. For proliferation curves, no significant differences were 
found between isolates from MAMA, SAO and MJFL, though the isolated parasites from 
AP showed a higher growth rate and doubling time (DT) compared to other isolates. 
Regarding the ΔΨm there was no significant difference between the strains. The IC50 ranged 
from 156 to 194 µM H2O2, and the AP strain more sensitive than other strains. Regarding 
the oxygen consumption in non permeabilized cells there was no significant difference 
among isolates from MAMA and AP, however isolated SAO showed higher oxygen 
consumption and MJFL, lower oxygen consumption rates among the four isolates. In 
permeabilized cells in state 2, the parasites of AP and SAO isolates exhibited higher oxygen 
consumption compared with the strains MAMA and MJFL. In state 3, there was no stimulus 
in cellular respiration for all studied strains. After addition of the uncoupler CCCP (state 
3u), we see an increase in oxygen consumption for all strains. It was not possible to 
determine the respiratory control due to no stimulus after addition of ADP in all isolates. We 
can conclude that there are significant differences in mitochondrial bioenergetic metabolism 
related parasite to the different clinical forms of Chagas disease. Regarding the different 
behavior in isolated AP proliferation curve, a correlation can speculate on their clinical form 
(gastrointestinal) in Chagas' disease. Further studies related to mitochondrial bioenergetics 
using other substrates of the mitochondrial respiratory chain in the assessment of the rates of 
 
 
oxygen consumption in the production of ATP and reactive oxygen species (ROS) 
generation in the parasites should be performed for a better understanding of this 
relationship, thus contributing in the search for therapeutic targets more effective for the 
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1.1.  Doença de Chagas: considerações gerais 
A doença de Chagas (DC) é uma antropozoonose que foi descoberta em 1909 
por Carlos Justiniano Chagas e tem por agente etiológico o protozoário Trypanosoma cruzi. 
Segundo dados estimados pela Organização Mundial da Saúde, cerca de 25 milhões de 
pessoas no mundo estão sob risco de infecção e 6 a 7 milhões de pessoas estão cronicamente 
infectadas pelo T. cruzi principalmente na América latina(WHO, 2016).Estima-se que mais 
de 10.000 pessoas morrem a cada ano a partir de manifestações clínicas da doença de 
Chagas (WHO, 2016). A DC é considerada uma das 17 doenças tropicais mais 
negligenciadas do mundo, constituindo um problema de saúde pública, sobretudo na 
América Latina (WHO, 2010). No Brasil, nos últimos anos o número de novos casos da DC 
tem sido drasticamente reduzido através do controle vetorial e transfusional (Coura & Viñas, 
2010). Entretanto, a transmissão oral tem sido a mais frequente nos últimos anos 
principalmente na região norte do Brasil (Secretaria de Vigilância em Saúde, 2015). 
A DC apresenta-se como uma das mais importantes endemias de importância 
médica e social nos países afetados inclusive no Brasil. Originalmente a transmissão e a 
morbidade da DC eram confinadas as regiões da América do Sul, América Central e parte da 
América do Norte (Briceño-Leon, 2009). Porém, nas ultimas décadas houve uma 
significativa mudança no perfil epidemiológico da doença devido a grande migração de 
indivíduos infectados de regiões rurais para áreas urbanas ou mesmo para regiões não 
endêmicas como Estados Unidos, Austrália, Canadá, França, Japão, Suíça e principalmente 
na Espanha (Briceño-Leon, 2009). Essa migração proporcionou a disseminação e aumento da 
incidência da DC por mecanismos não vetoriais, fazendo dela um problema de saúde pública 
globalizada (Gascon et al., 2009; Rassi et al., 2012). 
No contexto Latino-Americano, o subdesenvolvimento, a pobreza e a falta de 
prioridade política são fatores determinantes da DC. Além disso, influencias políticas sociais, 
limitação do tratamento terapêutico e fornecimento de dados epidemiológicos subestimados 
tem tornado a DC um dos maiores problemas de saúde pública da América Latina 
(Wesphalen et al., 2012). Apesar disso o controle da DC, assim como, ações mais efetivas na 
divulgação e aprimoramento de prevenção e tratamento são necessárias para a interrupção da 





1.2. Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi 
O ciclo biológico do T. cruzi é complexo ocorrendo alternâncias funcionais e 
morfológicas envolvendo um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. Existem quatro 
formas diferentes de estágios de desenvolvimento durante o ciclo biológico (Figura 1): as 
formas replicativas epimastigotas, presentes no tubo digestivo do inseto vetor e amastigotas 
no interior das células dos mamíferos, e as formas não replicativas e infectantes, os 
tripomastigotas metacíclicos encontrados nas fezes e urina do inseto vetor e tripomastigotas 
circulantes no sangue dos mamíferos (Tyler & Engman, 2001).  
Durante a fase do hospedeiro invertebrado, os insetos vetores se tornam 
infectados ao sugarem o sangue de animais ou humanos que possuem as formas 
tripomastigotas. No trato digestivo do inseto essas formas se diferenciam em epimastigotas 
que se desenvolvem ao longo do intestino posterior do inseto onde ocorre uma segunda 
diferenciação em tripomastigotas metacíclicos. A infecção do hospedeiro vertebrado ocorre 
quando essas formas são eliminadas pelas fezes do inseto vetor. Por meio do local da picada 
ou pelas mucosas atingem a corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado. Uma vez no 
hospedeiro vertebrado, essas formas tripomastigotas metacíclicas invadem várias células 
como macrófagos, fibroblastos, células epiteliais, além de células musculares estriadas e lisas 
(Figura 1). Essas formas são englobadas por um mecanismo de internalização e após um 
curto período de tempo se diferenciam na forma amastigota. Neste período, ocorre uma 
proliferação do parasito com vários ciclos de replicação por divisão binária. Os parasitas 
diferenciam-se em tripomastigotas, de modo que a célula se rompe e os mesmos são 
liberados na corrente sanguínea e podem assim invadir tecidos adjacentes propagando a 
doença para tecidos mais distantes (Andrade & Andrews, 2005; Rassi et al., 2010). É 
interessante observar que as formas tripomastigotas sanguíneas apresentam variações 
morfológicas (largas, finas e intermediárias) dependendo da cepa caracterizando-se um 
pleomorfismo (Tyler & Engman, 2001). O ciclo da transmissão é completado quando 
tripomastigotas circulantes são ingeridos em refeições de sangue por vetores (De Souza, 






Figura 1 - Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi no hospedeiro humano e no inseto 
vetor (http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html, [acesso: 01/08/2014] 
 
 
1.3. Mecanismo de Transmissão da doença de Chagas 
A transmissão do T. cruzi através de vetores é a mais importante, por intermédio 
de insetos hemípteros hematófagos da subfamília Triatominae (Kollien & Schaub, 2000). 
Existem mais de 120 espécies de triatomíneos potencialmente infectantes sendo que o 
Triatoma sp que abriga domicílios rurais de regiões mais secas da América do Sul e Central 
são  considerados os principais vetores transmissão da DC (Carcavallo et al., 1997). Um 
dado importante é que em 2006 o Ministério da Saúde do Brasil recebeu daOrganização 
Pan-Americana de Saúde a Certificação Internacional de Eliminação da Transmissão da DC 
pelo Triatoma infestans. Entretanto, outros vetores como o Triatoma sordida, Triatoma 
brasiliensis e Panstrongylus megistus ainda apresentam importância na transmissão da DC 
(Dias, 2009). 
Mecanismos não vetoriais de transmissão também podem ocorrer, tais como a 
transfusão de sangue e a transmissão congênita (Rassi et al., 2010). Essas formas de 
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transmissão são consideradas as mais frequentes nos grandes centros urbanos dos países 
endêmicos, em países industrializados com baixa endemicidade (Canadá, Espanha, EUA 
entre outros), e com significativos fluxos migratórios de pessoas infectadas provenientes de 
países da América Latina (Rassi et al., 2010). 
O risco de contaminação por T. cruzi após transfusão depende de vários fatores 
entre eles a concentração de parasitas no sangue do doador ou componente transfundido, 
estado imunológico do receptor, nível de cobertura sorológica dos doadores (Schofieldet al., 
2006; Schmunis, 2007; Bern et al., 2008). Verificou-se no Brasil, que nos últimos anos 
houve uma redução na prevalência de doadores infectados (Ministério da Saúde, 2010).  
Existem grandes expectativas de um esgotamento por essa via de transmissão através da 
manutenção da integral cobertura na triagem de doadores, assim como, uma atuação mais 
efetiva da vigilância sanitária sobre a qualidade de reativos e das provas sorológicas 
(Silveira, 2011). 
 A via congênita ou vertical de transmissão da DC tem sido relatada em países 
com alta prevalência na América Latina e também em regiões não endêmicas (Schmunis, 
2007). No entanto, sua incidência é menor em áreas onde o controle vetorial e transfusional 
foram implementados (Dias et al.,2011).  
Outra via alternativa de transmissão que tem contribuído para o novo perfil de 
incidência da DC ocorre por ingestão de alimentos contaminados com o T. cruzi,sendo 
considerado um dos mais importantes mecanismos de surtos de micro-epidemias no Brasil e 
por isso tem sido foco de preocupação epidemiológica (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). 
A via oral de transmissão representa a principal rota de contaminação de vetores e animais, e 
para transmissão da forma aguda da doença na Amazônia (Secretaria de Vigilância em 
Saúde, 2011). No Brasil, durante o período de 2000 a 2013, foram registrados 0,061 
casos/100.000 habitantes da forma aguda da DC (DCA), tendo a transmissão oral como 
forma predominante em todo período (Secretaria de Vigilância em Saúde, 2015).  
 Transplantes de órgãos, acidentes em laboratórios, manejo de animais 
infectados e através do leite materno também são outras formas de transmissão menos 








1.4. Formas Clinicas da Doença de Chagas 
A forma humana da DC possui uma variável apresentação clínica caracterizada 
por duas fases distintas: aguda e crônica. O período de incubação na transmissão vetorial 
varia de 810 dias e nos casos de transmissão por transfusão sanguínea esse período se 
estende entre 20 a 40 dias até o aparecimento dos primeiros sintomas (Rassi Jr et al., 2012). 
Após o período de incubação, inicialmente ocorre uma fase aguda com abundante 
parasitemia facilmente evidenciada pelo exame direto do sangue e caracterizada por 
sintomas não específicos ou mesmo não reconhecidos (Rassi et al., 2010). Independente do 
mecanismo da transmissão, os portadores infectados nesta fase são assintomáticos, podendo 
em um pequeno percentual apresentar sintomas de febre, mal-estar, aumento do fígado, baço 
e nódulos linfáticos, edema subcutâneo e sinais da porta de entrada do parasita (Chagoma) 
pela pele e via membrana da mucosa ocular (Sinal de Romaña), além de outros sintomas que 
desaparecem espontaneamente. Acredita-se que menos que 5% dos pacientes morrem na 
fase aguda da doença (Rassi et al., 2010).  
 Após 2 a 3 meses da infecção inicial e na ausência de tratamento com drogas 
tripanossomicidas, ocorre inicio da fase crônica da doença, onde de 60 à 70% dos pacientes 
desenvolve sorologia positiva contra o T. cruzi e uma longa e assintomática latência clinica 
que dura entre 10 à 30 anos, sendo classificados como indeterminados (Figura 2) (Macêdo, 










Alguns critérios atualmente aceitos para caracterização da forma indeterminada 
da DC foram propostos, entre eles: (i) positividade sorológica e/ou parasitológico para doença 
de chagas; (ii) ausência de sinais e/ou sintomas cardiovasculares ou do aparelho digestivo; 
(iii) eletrocardiograma convencional dentro da normalidade; (iv) estudos radiológicos do 
coração, esôfago e cólon sem alterações (Marin-Neto et al., 2007).  
Alguns pacientes permanecem indefinitivamente na forma indeterminada da 
doença. Entretanto, aproximadamente 30 a 40 %evoluem para uma fase crônica determinada 
da doença com sintomas cardíacos e/ou digestivos, e alterações laboratoriais características 
da DC (Figura 2) (Prata, 2001; Rassi et al., 2012). Esta fase tem como principal característica 
uma baixa parasitemia (Castro et al., 2005), altos níveis plasmáticos de anticorpos 




A forma cardíaca da DC é considerada a mais frequente e de maior severidade 
da doença. De 20 a 30 % dos indivíduos desenvolve essa forma, apresentando alterações 
cardíacas como bradiarritimias, taquiarritmias, aneurisma apical, falência cardíaca, 
tromboembolismo e morte súbita (Marin-Neto et al., 2007; Rassi et al., 2000). 
Interessantemente, a DC é considerada um fator de risco independente para acidente vascular 
cerebral isquêmico em países endêmicos (Carod-Artalet al., 2005).A presença de distúrbios 
microvasculares, danos no miocárdio imuno-mediado, agressão do miocárdio parasito-
dependente e anormalidades no sistema nervoso autônomo são as causas da difusão dos 
danos no miocárdio (Dávila et al., 2012).  
Em torno de 10% a 15% dos pacientes desenvolvem a forma digestiva com 
disfunção gastrointestinal (Rassi et al., 2010) (Figura 2). Lesões provocadas no sistema 
nervoso entérico pelo parasita são responsáveis pelas alterações nas funções motora, 
secretória e absortiva do esôfago e do trato gastrointestinal com presença de dilatação 
intestinal conhecida como megaesôfago e megacólon (Rassi et al., 2012). 
Formas mistas ou cardiodigestiva da DC são menos frequentes e de maior 
morbidade e ocorre quando aparecem concomitantemente manifestações clinicas cardíacas e 
digestivas (Prata, 2001; Rassi et al., 2012). 
 Paralelamente, Macedo et al., (2002) verificaram a existência de uma variação 
geográfica na prevalência e na severidade das formas clínicas da DC. No Chile e em regiões 
do Brasil central a forma predominante é a digestiva, enquanto que em outras regiões do 
Brasil essas formas são mais raras e predominam as formas cardíacas. Esses resultados 
sugerem que fatores genéticos do hospedeiro, a variabilidade genética do T. cruzi, fatores 
ambientais ou ações combinadas desses elementos devem estar envolvidos com a patogenia 
da DC (Zingales, 2011). 
 
 
1.5. Fisiopatologia da Doença de Chagas 
No hospedeiro vertebrado, o T. cruzi antes de atingir a célula-alvo em diferentes 
órgãos, atravessa uma série de barreiras a partir da circulação sanguínea como a matriz 
extracelular e a lâmina basal, e para que a infecção se estabeleça ocorre uma série de eventos 
envolvendo interações entre moléculas do parasita e do hospedeiro como: adesão, 
sinalização, internalização, escape do vacúolo parasitóforo e finalmente o processo de 
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diferenciação e multiplicação intracelular (Alves & Colli, 2007; Yoshida & Cortez, 2008; 
De Souza, 2010).  
 A invasão parasitária das células é facilitada através da degradação da matriz 
extracelular do miocárdio, provocada pela presença de atividade enzimática derivada do T. 
cruzi (Factor et al.,1993). 
A complexidade e a diversidade das manifestações clínicas da DC têm 
dificultado o entendimento dos mecanismos fisiopatológicos dessa doença. Muitos destes 
mecanismos que levam as diferenças na severidade, distribuição geográfica das distintas 
formas clinicas da DC ainda são pouco conhecidos (Coura & Borges-Pereira, 2012). As 
maiorias dos estudos envolvendo esses mecanismos fisiopatológicos estão relacionados com 
a persistência parasitária e com a agressão autoimune ligada ao mimetismo antigênico do T. 
cruzi no hospedeiro. Porém existem fortes evidências que a doença se desenvolve por vários 
mecanismos distintos de forma sinérgica, ainda poucos conhecidos (Bonney & Engman, 
2008). 
Através de estudos in vitro e in vivo com diferentes cepas de T. cruzi, 
relacionando os aspectos biológicos, bioquímicos e moleculares, verificou-se que esse 
parasita apresenta uma alta variabilidade genética e um pleomorfismo intraespecífico natural 
com diversidade morfológica, e comportamento biológico distinto (Campbell et al., 2004). 
A diversidade das cepas do T. cruzi é responsável pela variabilidade dos sintomas e sinais 
clínicos das formas crônicas e no desenvolvimento da DC (Higuchi, etal., 2003). Contudo, a 
virulência dessas cepas, a resposta imunológica do hospedeiro assim como fatores 
ambientais deve ser considerada na patogenia da doença (Magalhães et al., 1996; Andrade, 
1985;  Melo & Brener, 1978).  
Vários estudos têm sido realizados para verificar a importância da resposta 
imune da DC. Há uma forte relação entre níveis de anticorpos anti-T. cruzi com o 
desenvolvimento da DCC (Vicco et al., 2013). A auto-imunidade parece ter um papel 
primordial na patogênese da DC principalmente no que se refere à miocardite chagásica. A 
infecção crônica com T. cruzi provoca perda da tolerância aos próprios antígenos e 
anticorpos anti-parasitas podem causar uma reação cruzada aos componentes do hospedeiro 
(Kierszenbaun, 1999). 
A imunidade parasito-específica provoca um infiltrado celular difuso no 
miocárdio, com deslocamento de miofibrilas e/ou rompimento da vascularização local e 
miocitólise durante o processo de transformação de amastigotas para a forma sanguínea 
tripomastigotas, tendo como resultado um processo inflamatório, contribuindo para a 
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patogenia da doença (Bonney& Engman, 2008). Outros mecanismos propostos no 
envolvimento da patogenia da DC são a ocorrência da ativação de células B policlonais que 
descontrolam os mecanismos de imunossupressão e auto-imunidade e a persistência dos 
antígenos de T. cruzi (Engman &Leon, 2002). 
Paralelamente um grande número de mecanismos relacionados com processos 
oxidativos tem sido proposto para explicar a fisiopatologia da DC (Kierszenbaun, 2007; 
Zacks et al., 2005). Entre esses mecanismos estudados, Gupta e colaboradores (2009), 
propuseram que a ativação persistente de processos oxidativos desempenha um papel 
importante na lesão do tecido cardíaco específico na DC. Além disso, há fortes evidencias 
da relação entre evolução da DC com a presença de substâncias oxidativas produzidas pelo 
estresse causado por danos teciduais (Maçao et al., 2007; Gupta et al., 2009). 
Estatisticamente foi comprovada uma correlação entre aumentos de TNF-α e oxido nítrico 
(NO) e a redução da atividade da glutationa peroxidase e superóxido dismutase (SOD). No 
entanto, essa resposta inflamatória é inibida pelo aumento significativo da SOD na fase 
indeterminada da DC (Pérez-Fuentes et al., 2008). 
O aumento do estresse oxidativo em pacientes com DC é correlacionado com 
uma disfunção mitocondrial (Wen et al., 2006), onde os complexos respiratórios são 
oxidativamente danificados em resposta ao estresse causado pela infecção por T. cruzi (Wen 
& Garg, 2004). Garg e colaboradores (2003) verificaram em modelos animais que mudanças 
na expressão de vários genes que codificam os componentes do complexo respiratório 
mitocondrial são as causas dessa disfunção. Também foi verificado um declínio na atividade 
enzimática como a da creatina-quinase e o complexo ATP sintetase em pacientes com 
cardiopatia chagásica crônica (Gupta et al., 2009). Aparentemente o desequilíbrio entre os 
mecanismos oxidantes/antioxidantes e citocinas pró/antiinflamatória, assim como, a 
persistência de sub populações de células T CD8+ seriam os responsáveis pela gravidade das 
lesões desenvolvidas no tecido cardíaco do paciente chagásico (Pérez-Fuentes et al., 2008). 
 
1.6. Classificação das cepas do Trypanosoma cruzi 
As cepas de T. cruzi foram inicialmente divididas em dois grupos bem distintos, 
T. cruzi I e T. cruzi II através de estudos com marcadores nucleares (Devera et al., 2003). A 
presença dos grupos T. cruzi I e II foram observados em diferentes hospedeiros, mas há um 
predomínio restrito do T. cruzi II em pacientes na forma crônica da DC (Buscaglia & Di 
Noia, 2003). 
Com o objetivo de facilitar o entendimento entre pesquisadores sobre a biologia 
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básica, as características eco-epidemiológicas e da patogenicidade desses grupos de T. cruzi, 
foi realizado uma padronização na nomenclatura desses grupos baseado na genotipagem por 
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e MLEE (Multilocus Enzyme 
Electrophoresis) (Brisse et al. 2000, Zigales et al. 2012)  Desta forma a nova classificação 
da espécie T. cruzi foi subdividida em seis grupos: T. cruzi I - VI (TcI-VI), denominados 
DTU (discrete typing unit) (Tabela I) os quais apresentam semelhanças genéticas 
identificados por marcadores moleculares ou imunológicos comuns (Zingales et al., 2009).   
Assim os DTU(s) TcI e TcII correspondem a linhagens filogenéticas ancestrais, 
únicas e relativamente homogêneas acima descritas. Os TcIII e TcVI correspondem a 
organismos híbridos originados a partir de trocas genéticas (Zingales et al., 2009). Em 
estudos de sequenciamento gênico indicaram que as TcIII e TcIV apresentam  características 
híbridas derivadas das TcI e TcII e as TcV e TcVI apresentam haplóticos provenientes de 
TcVII e TcIII (Westenberger et al., 2005; Yeo et al.,2011). 
 
Tabela I - Nomenclatura para os grupos de Trypanosoma cruzi (Adaptado de Zingales et al.,2009)  
 
DTU (designação) Sigla Equivalência aos antigos regimes de 
agrupamento de T. cruzi 
T. cruzi I 
 
TcI T. cruzi I e DTU I 
T. cruzi II 
 
TcII T. cruzi II e DTU II 
T. cruzi III 
 
TcIII Z3/Z1 ASAT, Z3-A, DTU IIc e T cruzi III 
T. cruzi IV 
 
TcIV Z3, Z3-B e DTU IIa 
T. cruzi V 
 
TcV Bolívia Z2, rDNA 1/2, clonet 39 d DTU IId 
T. cruzi VI TcVI Paraguai Z2, Zymodemo B e DTU IIe 
 
É interessante relatar que as DTUs apresentam distribuição geográfica distintas, 
e todas apresentam capacidade de desenvolvera DC, mas com diferenças na patogenicidade. 
A TcI não manifesta a forma digestiva e as TcII e TcV são mais patogênicas, propiciando as 
formas cardíacas e digestivas (Carranza et al., 2009). Verificou-se também que espécies 
hospedeiras de T. cruzi podem ser infectadas por múltiplos contatos com diferentes 
triatomíneos e estes podem alimentar-se em diferentes espécies hospedeiras infectadas. Esse 
comportamento propicia a formação de populações de cepas multiclonais, tanto nas espécies 
hospedeiras quanto nos vetores (Torres et al., 2004). 
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1.7. Bioenergética do Trypanosoma cruzi 
 
Em termos de bioenergética os tripanosomatídeos dependem de fontes de 
carbono disponíveis em seus hospedeiros para realizar seu metabolismo energético, que 
depende da forma evolutiva e do compartimento intracelular ou extracelular em que o 
parasita se encontra.  As formas amastigotas de T.cruzi utilizam aminoácidos em 
abundância, enquanto que as formas tripomastigotas utilizam a glicose por essa ser 
abundante nos fluidos dos hospedeiros vertebrados (Tielens & Van Hellemond, 1998; 
Bringaud et al.,2006). As formas epimastigotas catabolizam a glicose em detrimento aos 
aminoácidos (Cazzulo et al.,1985).  
Durante a diferenciação das formas epimastigotas para tripomastigotas 
metacíclicos, os parasitas utilizam suas reservas energéticas de aminoácidos em alta escala 
como combustível (Tonelli et al., 2004). Interessantemente, não foi encontrada em 
tripanosomatídeos nenhuma relação entre o metabolismo energético e a filogenia ou o modo 
de transmissão da DC (Tielens et al.,2009). 
A glicólise no T. cruzi ocorre de forma diferenciada dos eucariontes. Foi 
observado que não ocorre alteração no consumo de glicose tanto em aerobiose como em 
anaerobiose caracterizando um processo fermentativo denominado "fermentação aeróbico" 
ou "fermentação succínica" (Cazzulo, 1994). Essa "fermentação aeróbica de glicose" ocorre 
devido à presença de baixos níveis de certos citocromos, causando uma ineficiência relativa 
da cadeia respiratória para NADH (Cazzulo, 1994). Ademais alguns tripanossomatídeos 
como o T cruzi e Trypanosoma. brucei, a lactato desidrogenase é inexistente (Tielens, 2009). 
A degradação incompleta da glicose resulta em uma mistura final de CO2, ácidos mono e 
dicarboxílicos, principalmente succinato e pequenas quantidades de alanina e acetato 
(Cazzulo, 1994). A alanina é proveniente do excesso de NH3 transferidos ao piruvato por 
desaminação no metabolismo de aminoácidos (Coustou et al., 2008). Outro ponto 
importante a ser considerado no metabolismo energético é o fato da glicólise não ser 
regulada nos seus clássicos pontos de controle (hexoquinase e fosfofrutoquinase) e a 
oxidação da glicose produzir duas moléculas de gliceraldeido-1,3-bifosfato (Urbina, 1994; 
Michels et al., 2006). 
A importância de maiores conhecimentos sobre os mecanismos de transdução de 
energia realizada pelo T. cruzi tem sido alvo para a busca de novas drogas no tratamento 
e/ou controle da DC. As vias de produção energética mitocondrial do T. cruzi têm um 
comportamento semelhante ao dos mamíferos, quanto ao potencial de membrana e captação 
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de cálcio, funções essas dependentes da cadeia respiratória mitocondrial. No entanto, 
apresentam grandes diversidades nas vias de transferência de elétrons quando comparada 
aos hospedeiros (Tielens & Van Hellemond, 2009). 
Os complexos I para IV da cadeia respiratória mitocondrial do T. cruzi foram 
evidenciados (Boveris et al., 1986; Opperdores & Michels, 2008) (Figura 3). Entretanto a 
cadeia respiratória mitocondrial do T. cruzi quando comparada à do hospedeiro mamífero 
apresenta diferenças significativas. O complexo I mitocondrial ou NADH desidrogenase 
parece não estar envolvido na transdução de energia possuindo apenas função na 
transferência de elétrons (Carranza et al., 2009).  
 
 
Figura 3 - Sistema de transporte de elétrons mitocondrial em epimastigotas  
Abreviações: Rotenona (Rot) Succinato (SUC), Fumarato(FUM, Fumarato redutase (FR), 
Tenoiltrifluoacetona (TTFA), Malonato (Mal), Antimicina A (AA), Cianeto (CN), TbAOX, 
Ubiquinona 9 (Q) e Citocromos (cyt). Símbolos: Prejudicado (     )   ou sem efeito (    )  na 
CRM. (Adaptado de Silva et al., 2011). 
 
O complexo II (succinato: redutase ubiquinona) do T. cruzi é diferente de outros 
organismos, sendo formado por 12 subunidades catalíticas de baixa afinidade por inibidores 
quando comparado com enzimas de mamíferos (Morales et al., 2009). O succinato tem um 
papel central no metabolismo intermediário do T. cruzi sendo apontado como o principal 
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doador de elétrons para a cadeia respiratória mitocondrial (Denicola-Seoane et al., 1992).  
Os níveis de citocromo b e citocromo a também são significamente mais baixos 
em epimastigotas de T. cruzi em comparação às células de mamíferos (Cazzulo, 1994). Essa 
redução prejudica as funções do complexo IV com aumento do estado reduzido dos 
componentes da cadeia de transporte de elétrons e consequentemente a respiração e a 
oxidação fosforilativa favorecendo a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
(Cazzulo, 1994).    
O aumento da atividade dos complexos II e III e a redução da atividade e 
expressão do citocromo c oxidase da subunidade do complexo IV da cadeia respiratória 
mitocondrial foi encontrada em isolados de T. cruzi na forma tripomastigota no sangue 
periférico, resultando em taxas mais baixas de consumo de oxigênio e aumento da produção 
de H2O2 quando comparadas com formas epimastigotas no vetor (Gonçalves et al.,2011). 
As mitocôndrias são fontes importantes de EROs onde ocorre o vazamento de 
elétrons pelos complexos I, II e III da cadeia respiratória mitocondrial (Kowaltowski et al., 
2009).A enzima fumarato redutase e um sitio succinato-dependente, a ubiquinona 9 são 
potenciais fontes de geração de H2O2 mitocondrial (Denicola-Seoane et al., 1992). Também 
no processo de respiração mitocondrial uma parte do oxigênio (O2) é parcialmente reduzido 
em anion superóxido (O2
-.) que posteriormente é dismutado à H2O2 pela SOD (Piacenza et 
al., 2007) ou reduzidos espontaneamente (Boveris & Chance, 1973). É interessante relatar 
que não foi detectado (O2
-) originado do complexo I nas formas epimastigotas de T. cruzi e 
procíclicos deT. Brucei devido à baixa atividade enzimática de NADH desidrogenase 
(Opperdoes et al., 2008; Verner et al., 2011). O complexo III (ubiquinol: cytocromo c 
oxidoredutase) da cadeia respiratória é o maior gerador de EROs. Verificou-seque a inibição 
do complexo III da cadeia respiratória mitocondrial pela Antimicina A (AA), libera O2
- e a 
inibição do complexo II pela Atenoiltrifluoroacetona (TTFA), que leva à liberação de 
H2O2(Figura 3) (Silva et al., 2011). 
Interessantemente, parasitas com maiores níveis de defesa antioxidante são mais 
virulentos sugerindo a relação entre o balanço redox e a infectividade do parasita (Piacenza 










A infecção pelo T. cruzi e sua patogenicidade possuem uma ampla e complexa relação 
parasito-hospedeiro envolvendo mecanismos biológicos, imunológicos, enzimáticos, 
genéticos e moleculares. A dificuldade de esclarecer a patogenia da DC está relacionada às 
diferentes formas clínicas e a mecanismos pelos quais essas formas clínicas se estabelecem. 
Os estudos relacionando as características clínicas da DC com a bioenergética mitocondrial 
do parasita não foram ainda explorados.  
Tendo em vista os aspectos acima relacionados, esse estudo pode contribuir para um 
melhor entendimento de um tema repleto de interrogações sobre a possível correlação 
existente entre a bioenergética mitocondrial em isolados de T. cruzi e as manifestações 


















3.1. Objetivo Geral 
Estudar a bioenergética mitocondrial em isolados de T. cruzi de pacientes com 
diferentes formas clínicas da DC (cardíaca, digestiva, cardiodigestiva e indeterminada). 
 
3.2. Objetivos Específicos 
3.2.1. Selecionar junto ao GEDoCh (Grupo de estudo da doença de Chagas) na 
UNICAMP pacientes portadores de diferentes formas clínicas da DC (cardíaca, 
indeterminada, digestiva e cardiodigestiva ou mista).  
 
3.2.2. Coletar os dados clínicos e laboratoriais desses pacientes; 
 
3.2.3. Obter as formas epimastigotas a partir dos tripomastigotas do sangue desses 
pacientes; 
 
3.2.4. Determinar a que DTUs pertencem esses parasitas; 
 
3.2.5. Estabelecera curva de proliferação e resistência ao peróxido de hidrogênio 
para esses isolados;  
 
3.2.6. Determinar o consumo de oxigênio e o potencial de membrana mitocondrial 
para esses isolados e; 
 
3.2.7. Correlacionar se possível, os dados obtidos com o estudo da bioenergética 











4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. Delineamento experimental 
O projeto desenvolvido foi dividido em duas fases. Na primeira fase ocorreu a 
seleção de pacientes com sorologia positiva para DC, portadores de diferentes formas 
clínicas da DC para anamnese, exame clínico, eletrocardiograma e coleta de sangue para 
hemocultura. A segunda fase, por sua vez, consistiu após positividade da hemocultura nos 






























































Figura 4-Representação das etapas no desenvolvimento do projeto. Primeira fase 
desenvolvida no ambulatório do GEDoCh do Hospital das Clínicas (UNICAMP) e no 
Laboratório de Diagnóstico de Doenças Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular 
(UNICAMP) e a segunda fase desenvolvida no laboratório Labdat do Instituto de Biologia  
(UNICAMP), sob responsabilidade da Profa Dra Fernanda Ramos Gadelha. 
4.2. Seleção dos pacientes 
Foram selecionados quatro pacientes de ambos os sexos em diferentes faixas 
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etárias, apresentando hemocultura positiva nas diferentes formas clínica da DC (Tabela II), 
atendidos pelo ambulatório do GEDoCh do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP) sob responsabilidade do Dr. Eros Antônio de Almeida. Todos os 
pacientes apresentando exames sorológicos para DC positivo foram doadores voluntários e 
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o acesso ao tratamento 
e acompanhamento foi independente da participação no estudo. 





SEXO FORMA CLÍNICA 
    
SÃO 72 Masculino Cardiodigestiva 
    
MJFL 43 Feminino Indeterminada 
    
AP 64 Masculino Digestiva 
    
MAMA 74 Feminino Cardíaca 
 
A caracterização da forma clínica da DC foi dada após o acompanhamento do 
paciente por exame clínico, exames complementares (eletrocardiograma, RX-tórax e estudo 
radiológico do esôfago e cólon) e através de exames laboratoriais, utilizando os seguintes 
critérios segundo o Consenso Brasileiro em DC (CONSENSO, 2005): 
 
1. Forma cardíaca (FC): Indivíduos sintomáticos ou assintomáticos com alterações no 
eletrocardiograma (ECG) sugestivas de comprometimento cardíaco e/ou com registro de 
cardiomegalia (detectada em RX de tórax) no prontuário. 
 
2. Forma digestiva (FD): Indivíduos com registro no prontuário de resultados de exames 
(esofagograma ou endoscopia, enema opaco ou colonoscopia) compatível com megaesôfago 
e/ou megacolon, e/ ou registro de antecedentes de cirurgia de megaesôfago e/ou megacolon. 
 
3. Forma indeterminada (FI): Indivíduos assintomáticos apresentando eletrocardiograma 
(ECG) normal, sem registro de cardiomegalia no prontuário e sem registro de alterações de 
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exames compatíveis de megaesôfago e/ou megacolon. 
 
4. Forma cardiodigestiva (FCD) ou mista: Indivíduos com associação da forma cardíaca e 
digestiva com presença de megaesôfago e megacolon. 
 
4.3. Exames Subsidiários dos pacientes 
Após a seleção e anamnese dos pacientes, amostra de sangue venoso foi coletado 
em vacuntainer e realizado exames laboratoriais no Laboratório de Patologia Clínica do 
Hospital das Clínicas da UNICAMP para confirmação do diagnóstico, verificação do estado 
geral do paciente e de comorbidades. A confirmação do diagnóstico sorológico para 
infecção pelo T. cruzi, foi realizado pelos métodos de enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) através do equipamento Architec-Plus i2000SR® da Abbot e Imunofluorescência 
indireta (IFI) IMUNOCRUZI® (Biolab-Merieux S.A.) segundo as diretrizes da OMS, que 
recomenda o emprego de dois testes com princípios diferentes (CONSENSO, 2005).  
A presença de processos inflamatórios/infeccioso foi verificada pela pesquisa da 
proteína de fase aguda, a PCR (proteína C reativa) por nefelometria utilizando o 
equipamento BN Prospec da Siemens. 
A avaliação do estado nutricional através de eletroforese de proteínas em gel 
pelo equipamento Spife® 3000 da Helena Laboratories tendo como valores de referência 
(VR) para proteínas totais: 6,4 - 8,3 g/dL e para albumina: 3,5 a 5,2 g/dL. 
Os parâmetros hematológicos (dosagem da hemoglobina, contagem de 
leucócitos com diferencial e contagem de plaquetas) foram realizados por sistema 
automatizado de hematologia XE-5000™ da Sysmex (Roche) com VR para hemoglobina: 
H: 14-18/M: 12-16g/dL, para leucócitos: 4,0 - 10,0 x 10 3/mm3 e para plaquetas: 150 – 400 x 
103 /mm3. 
Para a dosagem da glicose utilizou-se o método enzimático glicose-oxidase (VR: 
≤ 125mg/dL) e a hemoglobina glicosilada foi feita através de HPLC (Cromatografia Líquida 
de Alta Performance) utilizando o analisador Variant II- Biorad (VR: ≤ 5,7%). 
Para avaliar a função renal foi dosada a uréia utilizando o método cinético UV 
pela urease modificada (VR: 16,6 - 48,5mg/dL)  e a creatinina pelo método cinético 
colorimétrico com picrato alcalino-Jaffe (VR: < 0.90mg/dl). 
O perfil lipídico foi avaliado pelas dosagens do colesterol total (método 
colorimétrico enzimático de Trinder) (VR: < 200mg/dL)e frações do colesterol (VLDL, 
LDL, HDL - colesterol). O HDL - colesterol foi dosado pelo método colorimétrico de 
33 
 
precipitação com ácido fosfotúngstico e cloreto de magnésio (VR: > ou = 40mg/dL) e as 
frações LDL e VLDL pelo método colorimétrico surfactante seletivo. (VR: < 100mg/dL 
para LDL). O nível de triglicéride foi determinado pelo método colorimétrico de reação de 
Trinder (VR: < ou = 150 mg/dL). 
A avaliação da função hepática foi feita pelas dosagens das enzimas aspartato 
aminotrasferase (AST) (VR: Homem < 40 U/L e Mulher < 32 U/L) e alanina 
aminotrasferase (ALT) (VR: Homem < 41 U/L e Mulher < 33 U/L), utilizando o método 
cinético em UV-IFCC sem ativação por fosfato de piridoxal. Todas as dosagens bioquímicas 
foram realizadas com Kits da Roche® no equipamento Hitachi Modular Roche® 
 
4.4. Obtenção e manutenção dos isolados de Trypanosoma cruzi 
As amostras do T. cruzi utilizadas nesse estudo foram isoladas através de 
hemocultura, que consiste na coleta de 30mL de sangue venoso em vacuntainer 
heparinizado transferidos para tubos de plástico cônico de 15 mL (Falcon, USA) e 
centrifugado a 3500 rpm (1903 x g) por 10min à 4°C (Chiari et al., 1989). Ao sedimento de 
hemácias foi adicionado o mesmo volume do meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose) 
composto de NaCl 0,4 %; KCL 0,4 %; Na2HPO 40,8 %; Glicose 0,2 %; Triptose 0,5 %; 
Infusão de fígado 0,5 %, acrescido de Hemina 20mg/L e suplementado com soro fetal 
bovino (10%) inativado (Camargoet al., 1964) e 5 µL/mL de Penicilina/Estreptomicina 
10.000 UI/mL (Cultilab), seguido de centrifugação à 3500 rpm (1903 x g) por 10 min. à 
4°C. Em cada tubo, após a primeira lavagem, foi adicionado 6mL de LIT. Todos os tubos 
foram incubados à 28°C, sendo agitados levemente duas vezes por semana e examinados ao 
microscópio aos 30, 60, 90 e 120 dias durante o cultivo para verificar a positividade da 
cultura. A manutenção dos tubos positivos na hemocultura foi realizada através de passagens 
sucessivas em meio de cultura (LIT) com igual volume (v/v).  
 
4.5. Cultura de epimastigotas de Trypanosoma cruzi 
Os epimastigotas foram cultivados a 28 ºC com agitação constante em meio LIT. 
Células em fase log de proliferação foram centrifugados (2500 rpm à 4 ºC) por 5 min. e 
lavadas por 2 vezes em tampão fosfato salino (PBS; 137mM de cloreto de sódio; 2,7mM de 
cloreto de potássio; 8,1mM de Na2HPO4 e 1,5mM de KH2PO4, em pH 7,3). Após a última 
lavagem, as células foram ressuspensas em PBS e o numero de parasitas foi determinado 




4.6. Extração do DNA  
O DNA genômico foi obtido a partir das culturas através de extração in house 
utilizando o protocolo descrito por Sambrook et al., (1989), com algumas 
modificações.Para200µL da cultura de parasitas adicionou-se 200µL de tampão de 
proteinase K e 1μL de proteinase K (10mg/mL) e incubou-se em banho-maria à 55ºC por 30 
min. O DNA foi purificado adicionando 100µL de fenol e 100µL de clorofórmio e após 
homogeneização foi incubado em banho de gelo por 10 min e centrifugado (15000 rpm por 
10 min). O sobrenadante foi transferido para outros eppendorf e adicionando 25µL de 
acetado de sódio 3M e 900µL de álcool absoluto para obtenção do pellet contendo o DNA. 
O DNA extraído foi ressuspenso em 25 µL de água Milli-Q. 
 
4.7. Genotipagem dos isolados de Trypanosoma cruzi (DTUs) 
Para a amplificação por PCR do domínio divergente D7 do gene 24Sα rRNA o 
(LSU rDNA), foram utilizados primers D71 (5’AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG 3’) e 
D72 ( 5’ TTT TCA GAA TGG CCG AAC AG 3’), e as amplificações foram realizadas 
utilizando um passo inicial de desnaturação a 94°C durante 3 min. em seguida, 27 ciclos de 
amplificação  (94°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 min, 72°C durante 1 min.),seguido 
por um passo de alongamento final a 72°C durante 5 min. como descrito em Lewiset 
al.,2009. Os produtos da PCR LSU rDNA foram separados por eletroforese em gel de 
agarose a 3%.  A determinação das DTUs foi realizada pelo ensaio de PCR-RFLP com 
amplificação de três alvos. Os primers utilizados para a reação foram: HSP60_for (5’GTG 
GTA TGG GTG ACA TGT AC 3’) e HSP60_rev (5’CGA GCA GCA GAG CGA AAC AT 
3’) para a proteína HSP60 e GPI_for (5’GGC ATG TGA AGC TTT GAG GCC TTT TTC 
AG 3’) e GPI_rev (5’ TGT AAG GGC CCA GTG AGA GCG TTC GTT GAA TAG C 3’) 
para GPI. Na reação de PCR, a desnaturação se deu por 3 min. a 94ºC, seguido por quatro 
ciclos (94ºC durante 30 seg., 64ºC durante 30 seg., 72ºC durante 1 min.). Após estes ciclos, 
ocorreram 28 ciclos (94ºC durante 30 seg., 60ºC durante 30 seg., 72ºC durante 1 min.), e em 
seguida, uma etapa de alongamento final a 72ºC durante 10 min. Para a digestão enzimática, 
foram utilizados as enzimas de restrição a proteína de choque térmico 60 (HSP60)/EcoRV e 
glicose-6-fosfato isomerase (GPI)/HhaI. Os produtos da PCR digeridos foram verificados 
através da eletroforese em gel de agarose a 3% e 1,5 % respectivamente (Lewis et al., 2009). 
 
4.8. Curvas de proliferação  
As curvas de proliferação dos parasitas foram realizadas em meio LIT à 28ºC 
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com agitação constante e uma concentração inicial em 5.2 x 106 células/mL. A cada dia, uma 
alíquota de 5 µL era retirada da cultura e o número de células determinado em uma câmara 
de Neubauer por um período de sete dias. 
A partir da curva de proliferação, foi calculado o índice de crescimento (InC) de 




O tempo de duplicação (TD)foi determinado conforme descrito na fórmula abaixo 




Onde: T2 tempo (hs) relativo ao final da fase log; T1 tempo (hs) relativo ao início da fase 
log; N1 numero de parasitas em T2 e N0 número de parasitas em T1. 
 
4.9. Determinação da IC50 para o H2O2 
Para determinar a resistência ao H2O2, 5,2 x 10
6 céls/mL foram expostas a 
concentrações crescentes de H2O2juntamente com um controle negativo (sem H2O2)em 
tampão PBS, pH 7,3. Após 30 min, as células foram centrifugadas, contadas e ressuspensas 
em meio LIT numa densidade de 5,2 x 106 céls/mL e incubadas a 28 ºC com agitação 
constante. Na fase log o número de células/mL foi determinado em câmara de Neubauer e a 
determinação da IC50 (concentração necessária para inibir 50% dos parasitas) foi expressa 
como a percentagem de crescimento em comparação com o controle (Finzi et al., 2004). As 
soluções de H2O2forampreparadas todos os dias e as absorbâncias determinadas em 
espectrofotômetro Beckmann-DU650® à 230 nm e coeficiente de extinção (ɛ) de 81 M-1 cm-1 
(Carnieri et al., 1993). 
 
 
               In 2 (T2 – T1) 
TD =      _____________ 
 
                 2,3 log (N1 – N0)  
         Número final de parasitas 
InC  =   ______________________ 
 
           Número inicial de parasitas 
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4.10. Determinação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 
O potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) foi avaliado fluorimetricamente na 
presença de 5µM de safranina. A relação entre a alteração de fluorescência da safranina com o 
potencial de membrana permite que valores desconhecidos de potencial de membrana sejam 
calculados (Colonna et al., 1973). As amostras com 108 céls/mL foram adicionadas em 
tampão PBS/1mM MgCl2, pH de 7,3. Como substrato foi adicionado 5mM de  succinato e as 
células permeabilizadas com 60µM de digitonina. A fluorescência foi determinada com um 
espectrofluorímetro (F-2500, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) operando nos comprimento de onda 
de excitação e emissão de 495 e 586nm respectivamente. Adicionou-se 1µM de CCCP 
(carbonil-cianeto-clorofenilhidrazona), um desacoplador específico da cadeia respiratória que 
dissipa o potencial elétrico da membrana mitocondrial. 
 
4.11. Determinação do consumo de oxigênio 
Para a determinação do consumo de oxigênio foi utilizado um oxígrafo 
(Hansatech® Systems Inc., Norfolk, Eng.) acoplado a um eletrodo de Clark (Yellow Springs 
Instruments Co.) numa câmara com temperatura controlada (28ºC) e sob agitação constante. 
As células108/ml foram adicionadas em 1mL de solução tampão PBS/(1mM MgCl2, pH de 
7,3) na presença de 5mM succinato e 60µM digitonina. Para estimular o consumo de 
oxigênio no estado 3 foi adicionado 400µM de  adenosina difosfato (ADP) e o estado de 
respiração mitocondrial 4 foi induzido com a adição de 1,5µg/mL de oligomicina (Olig.). O 
controle respiratório (CR) foi determinado pela relação entre a velocidade respiratória após 
adição de 400 µM de ADP (estado III) e após adição de 2µg/ml de oligomicina (estado IV), 
(CR=estado III/estado IV) (Estabrook, 1967). A velocidade máxima da cadeia respiratória 
foi determinada após adição do 1µM de carbonil-cianeto-clorofenilhidrazona (CCCP).  
 
4.12. Aspectos éticos 
O projeto foi apresentado e aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa com 
seres humanos da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP), protocolo n° (CAAE: 42839615.0.0000.5404) em anexo. Para a inclusão dos 
pacientes participantes desse projeto, foi apresentado o Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE), constando todas as informações inclusive os objetivos, a justificativa e 
o número do processo do Comitê de Ética. Após a leitura e a compreensão do TCLE, o 




4.13. Análise estatística 
Os experimentos foram realizados no mínimo em triplicata, em dias diferentes e 
os dados foram representados através das médias ± desvio padrão. A análise dos resultados 
foi feita utilizando-se o Student’s t-test, através do software Origin® 6.0. A diferença entre 

































5.1 Com relação aos pacientes: 
5.1.1.  Aspectos clínicos e epidemiológicos dos pacientes 
Para esse estudo, foram incluídos quatro pacientes de ambos os sexo e idades 
variadas apresentando sorologia positiva para doença de Chagas (Tabela III). As 
manifestações clínicas e a definição da forma clínica foram realizadas conforme descrito em 
Material e métodos. De acordo com a Tabela III, observa-se que todos os pacientes eram 
procedentes de região endêmica e relataram casos de DC na família. A presença de co-
morbidades foi verificada em dois pacientes (MJFL e MAMA)e, durante o estudo houve a 
ocorrência de óbito da paciente MAMA por complicações cardíacas. 
 
Tabela III – Perfil clinico - epidemiológicos dos pacientes 
Pacientes Forma Clínica Naturalidade Co-morbidades  História familiar  
SAO Cardiodigestiva Tanabi-SP Ausente  Presente 
 
      
MJFL Indeterminada Ibimirim-PE Distúrbio 
Gástrico 
 Presente 
      
AP Digestiva Santa Cruz do 
Rio Pardo-SP 
Ausente  Presente 
      
MAMA† Cardíaca Bambuí-MG Hipertensão 
Osteoporose 
 Presente 
† Falecida durante o estudo. 
 
5.1.2. Exames subsidiários dos pacientes 
Além da sorologia (Elisa e IFI) para confirmação da DC, exames laboratoriais 
complementares foram realizados para auxilio da avaliação clínica dos pacientes. Dentro dos 
resultados obtidos não foram encontrados alterações laboratoriais importantes nos pacientes 
SAO e AP onde apresentaram perfil hematológico e glicemia normal, ausência de 
dislipidemia e provas de função hepática e renal dentro dos parâmetros normais (Tabela IV). 
No entanto a paciente MAMA, portadora da forma cardíaca, apresentou resultados de 





Tabela IV – Exames laboratoriais complementares  
 PACIENTES 
SAO (M) MJFL (F) AP (M) MAMA (F) 
EXAMES  














16,2 14.4 13,4 11,4 
Leucócitos (x 103/mm3) 
 
5,67 10,35 5,04 5,00 
Plaquetas (x 103/mm3) 
 
163 279 162 216 
PCR(mg/dL) NR NR 0,08 NR 
Eletroforese de proteínas(g/dL) Prot. T: NR 
Alb. :NR 
Prot. T: 7,0 
Alb. : 4,2 
Prot. T: 7,3 
Alb. : 4,08 
Prot. T: 8,2 
Alb. : 4.19 
Glicose (mg/dL) 
 
86 88 79 112 
Hemoglobina Glicada(%) 
 
5,5 5,2 5,7 6,5 
Uréia (mg/dL) 
 
38 18 22 NR 
Creatinina (mg/dL) 1,28 0,47 0,79 NR 
     
Colesterol total (mg/dL) 234 201 155 211 
HDL-Colesterol (mg/dL) 
 
82 70 48 40 
LDL - Colesterol (mg(dL) 134 107 88 145 
VLDL - Colesterol (mg/dL) 
 
18 24 19 28 
Triglicérides (mg/dL) 
 
91 120 97 141 
AST (U/L) 
 
27 15 NR 17 
ALT (U/L) 18 16 NR 15 
 
Resultados obtidos a partir do ultimo exame realizado durante o acompanhamento clínico dos 
pacientes. (M) Masculino, (F): Feminino, IF: Imunofluorescência Indireta, Prot. T: Proteínas 
totais, Alb: Albumina, VLDL: lipoproteínas de densidade muito baixa; LDL: lipoproteínas de 
densidade baixa; HDL: lipoproteínas de densidade alta; ALT: alanina aminotransferase; AST: 








5.2. Com relação aos parasitas: 
5.2.1. Genotipagem dos isolados 
A identificação genotípica dos isolados deste estudo foi realizada através da PCR e 
verificou-se que os isolados SAO, AP e MAMA pertenciam a classe TcII e apenas o isolado 
MJFL, a classe TcIII (Tabela V). 
 
Tabela V- Classificação dos isoladas dos pacientes chagásicos em DTUs 
Isolados Forma clinica Genotipagem 
MAMA  Cardíaca TcII 
AP Digestiva TcII 
SAO Cardiodigestiva TcII 
MJFL Indeterminada TcIII 
   
Obs.: TcII e TCIII equivale ao grupo de  T. cruzi II ou DTU-IIb e Z3/Z1 ASAT, Z3-A, DTU 
IIc ou T cruzi III, respectivamente.  
 
 
5.2.2. Curvas de proliferação 
Com o objetivo de comparar as taxas de proliferação dos parasitas, e para que os 
experimentos fossem realizados no início da fase log de proliferação, foram realizadas as 
curvas de proliferação (Figura 5). A proliferação do isolado da AP apresentou um período de 
seis dias para entrar no inicio da fase estacionária, enquanto que os isolados da MAMA, 
SAO e MJFL, o inicio da fase estacionária ocorreu no 4º dia na curva de proliferação. 
Interessantemente, MAMA e MJFL ocorreram um declínio rápido de células após o início 
da fase estacionária, enquanto que os isolados da AP e SAO esse declínio ocorreu de forma 
mais lenta. As cepas MAMA, SAO e MJFL na fase log apresentam um comportamento 
muito parecido na curva de proliferação, contudo a cepa SAO apresentou menor número de 







Figura 5 - Curva de proliferação dos isolados dos pacientes portadores de diferentes 
formas clínicas da doença de Chagas. 5,2 x 106 céls/ml foram inoculadas em meio LIT e nos 
dias indicados alíquotas foram retiradas para determinar o número de células em uma Câmara de 
Neubauer. Os resultados são as médias de quatro experimentos independentes ± DP realizados 




A partir da curva de proliferação (Figura 5) foram calculados o índice de 
crescimento e o tempo de duplicação, conforme descrito em material e métodos. Os 
resultados indicam que os parasitas provenientes do isolado do paciente com a forma clínica 
digestiva (AP) possui estatisticamente maior InC (aproximadamente 82%) e TD 
(aproximadamente 28%) em relação as outras células ou seja, os parasitas provenientes do 





































































































































Tabela VI – Determinação do índice de crescimento e do tempo de duplicação dos 
isolados de pacientes portadores de diferentes formas clínicas da doença de Chagas 




1,0 ± 0,2 29,2 ± 1,8 
AP  
(Digestiva) 
5,6 ± 0,7* 41,8 ± 0,7* 
SAO  
(Cardiodigestiva) 
0,5 ± 0,1 31,0 ± 0,0 
MJFL  
(Indeterminada) 
1,1 ± 0,2 28,1 ± 0,0 
Análise estatística: (t-test): *p< 0,05 para os demais isolados. InC: Índice de crescimento, 
TD: Tempo de duplicação.  
 
 
5.2.4. Determinação do IC50 
Para verificar se os isolados de T. cruzi das quatro formas clínicas apresentam 
diferenças de sensibilidade ao H2O2, foi determinado o IC50 para o H2O2 (Tabela VII). 
Observa-se que a IC50 varia aproximadamente entre 155 a 196µM de H2O2 sendo que o 
isolado  da AP possui cerca de 12% maior sensibilidade da média entre os demais isolados. 
 
Tabela VII – Determinação da concentração da IC50 para o H2O2 
Isolados 
aIC50 H2O2 (µM) 
(Média ± DP) 
MAMA 
(Cardíaca)  












175,3 ± 1,8* 
 
Os resultados são as médias de três experimentos independentes ± DP realizados em 
duplicata. Análise estatística: (t-test): *p> 0,05. 








5.2.5. Determinação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 
Para determinar a concentração de digitonina necessária para permeabilizar a 
membrana plasmática de forma seletiva sem afetar a membrana mitocondrial em 
epimastigotas, foi verificado o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) utilizando-se 
quantidades crescentes de digitonina na presença de succinato, um substrato do complexo II 
da cadeia respiratória mitocondrial e safranina O. O tratamento das células com digitonina, 
um detergente não iônico, permite a interação com o colesterol e outros β-hidroxiesteróis da 
membrana plasmática, formando poros de tamanho e distribuição homogêneos sem provocar 
danos às membranas intracelulares (Rodrigues et al., 2001). Nos quatro isolados foi 
verificado o potencial de membrana utilizando uma mesma concentração de 60µM de 
digitonina para a permeabilização das células.  A Figura 6 nos mostra um gráfico 
representativo do potencial de membrana (ΔΨm) dos isolados, uma vez que todos os 
gráficos obtidos foram semelhantes.   
 
 
Figura 6 - Potencial de membrana em células permeabilizadas. Células (1×108/mL) 
foram adicionadas em tampão PBS/1mM MgCl2,contendo safranina (5µM) e succinato 







5.2.6. Consumo de oxigênio em células não permeabilizadas 
Para verificar o comportamento respiratório fisiológico dos isolados de T. cruzi foi 
determinado o consumo de oxigênio em células não permeabilizadas. As cepas MAMA e 
AP tiveram um consumo de oxigênio muito semelhante em estado fisiológico. Diferenças 
significantes foram observadas no consumo da SAO e MJFL. Os isolados da SAO 
apresentaram maior consumo em relação aos outros isolados, aproximadamente 8, 14 e 34% 
a mais que os isolados da AP, MAMA e MJFL respectivamente, e o isolado da MJFL menor 
consumo de oxigênio, aproximadamente 65, 72 e 77% que os valores dos isolados da SAO, 














Figura 7 – Consumo de oxigênio em células não permeabilizadas. 108 céls/ml foram 
incubadas em solução tampão PBS/1mM MgCl2, pH 7,3 e o consumo de oxigênio foi 
determinado conforme descrito em material e métodos. Análise estatística: t-test: *p> 0,05. 
 
 
5.2.7. Determinação do consumo de oxigênio nos diferentes estados respiratórios 
De acordo com os resultados apresentados na Figura 8, no estado 2 que corresponde 
o consumo de oxigênio sustentado pelo succinato, verificamos que as cepas AP e SAO 
apresentaram consumo de oxigênio semelhantes porém um percentual superior ao consumo 
da MAMA e MJFL, aproximadamente 20 e 47% para AP e 21 e 49% para SAO quando 
comparada com as cepas  MAMA e MJFL respectivamente.Quando adicionamos ADP 
(estado 3) verificamos que não houve estímulo na respiração celular para todos os isolados 







































houve alterações no consumo de oxigênio. Com a adição do desacoplador CCCP (estado 3u) 
verificamos um aumento no consumo de oxigênio para todos os isolados, o que corresponde 
à velocidade máxima de consumo de oxigênio na cadeia respiratória. Contudo, as cepas 
MAMA e AP não tiveram diferença significativa o mesmo ocorrendo para a SAO e MJFL 
após adição do CCCP. 
 
Figura 8 - Determinação do consumo de oxigênio nos diferentes estados respiratórios 
dos isolados. Células (108/ml) foram incubadas em solução tampão PBS/1mM MgCl2, pH 
7,3, adicionado succinato (5mM), permeabilizadas com digitonina (60 µM) e estimuladas 
com ADP (400µM), oligomicina (1µg/ml) e CCCP (1µM). Análise estatística: t-test*p > 
0,05. 
 
Com relação ao controle respiratório, que corresponde à relação entre a velocidade 
do consumo de oxigênio na presença de substratos respiratórios e ADP (estado 3) e a 
velocidade do consumo de oxigênio após esgotamento do ADP e inibição da ATP-sintase 
com oligomicina (estado 4) não foi determinado devido ao não estímulo em todos os 
isolados após adição de ADP. 
A Tabela VIII representa um quadro comparativo dos resultados entre os isolados 
da MAMA, AP e SAO, em relação nos resultados do isolado da MJFL. Foi escolhido o 
































































↓9(ns) ↑3(ns) ↓2(ns) ↑30(b) ↑52(b) 
AP 
(Digestiva) 
↑51(a) ↑49(a) ↓11(a) ↑39(b) ↑89(b, c) 
SAO 
(Cardiodigestiva) 
↓65(ns)   ↑10(ns) ↑6(ns) ↑51(b, c) ↑95(b, c) 
MJFL 
(Indeterminada) 
100 100 100 
 
100 100 
(↑) aumento, (↓) diminuição, InC.: Índice de crescimento, TD: Tempo de duplicação, IC50: 
Concentração de H2O2 que inibi a proliferação dos parasitas em 50%, (ns): Não significativo. 


























Apesar das estratégias empregadas para controle da DC em toda a América Latina 
nos últimos 30 anos, a DC tem se expandido a partir de uma infecção endêmica 
negligenciada de regiões rurais pobres para uma doença crônica global urbanizada (WHO, 
2010). 
 A infecção humana causada pelo T. cruzi tem uma evolução clínica altamente 
variável que cursa desde a ausência de sintomas a manifestações cardiovasculares muitas 
vezes fatais e/ou manifestações digestivas (Rassi et al., 2012). As causas do pleomorfismo 
da DC ainda são desconhecidas e depende de vários fatores envolvendo o hospedeiro e o 
parasita. Fatores genéticos, geográficos e sociais são determinantes relacionados aos 
hospedeiros, assim como, a virulência, o tropismo tissular, escape do sistema imune e 
resistência ao estresse oxidativo são determinantes inerentes ao parasita (Campbell et al., 
2004). 
Vários grupos de pesquisa têm buscado respostas para a existência de diferentes 
formas clínicas, contudo até o presente momento não foi esclarecido. Também não há 
relatos na literatura que descrevem a correlação entre as formas clínicas da DC e a 
bioenergética mitocondrial do T. cruzi.  
Neste contexto, e devido à alta complexidade dos mecanismos patológicos da DC e 
da falta de maiores conhecimentos sobre sua evolução, foi realizado um estudo relacionando a 
bioenergética mitocondrial de isolados de T. cruzi de pacientes com diferentes formas clínicas 
[cardíaca (MAMA), digestiva (AP), cardiodigestiva (SAO) e indeterminada (MJFL)].  
Um dos primeiros aspectos considerados em nosso estudo foi à caracterização da 
forma clínica dos pacientes selecionados baseado nos critérios segundo o Consenso Brasileiro 
em DC (CONSENSO, 2005). 
Com exceção da MJFL com idade de 43 anos, os pacientes pertenciam a terceira 
idade de ambos os sexos. Segundo estudo realizado por Guariento et al., 2011, foi verificado 
ao longo de 25 anos  (1980 - 2005) um aumento progressivo de pacientes idosos atendidos no 
GEDoCh. Isso se deve ao sucesso das campanhas de controle vetorial e transfusional durante 
os últimos anos (Coura & Viñas, 2010). 
No Brasil, existem grandes áreas endêmicas de transmissão vetorial como o 
nordeste, centro-oeste, sudeste e sul (Drumond & Marcopito, 2006). Neste estudo observou-
se que todos os pacientes eram provenientes de regiões endêmicas e migraram para a região 
de Campinas-SP, além disso, todos tinham relatos da doença na família. A forma de 
transmissão da doença foi revelada apenas pela MAMA (vetorial) proveniente de Bambuí - 
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MG, região de alta prevalência da DC e considerado um dos municípios mais infestados por 
triatomíneos até 1956 (Vilella et al., 2005). Os demais pacientes moraram em zona rural e 
provavelmente tiveram a mesma forma de transmissão. É interessante relatar que a procura 
por atendimento médico não estava relacionado com a DC, mas por outros sintomas com 
exceção da MFJL que apresentou sorologia positiva para DC após doação de sangue. 
Vários estudos têm demonstrado uma forte associação entre a DC e 
comorbidades principalmente doenças crônico-degenerativas entre elas a hipertensão arterial 
sistêmica (HAS). Como a DC crônica está presente em uma faixa etária mais avançada, 
parece que essas comorbidades se relacionam com o processo de envelhecimento. A HAS é 
o achado mais frequente associada à DCC (De Almeida et al., 2007; Brozelli et al., 2006), 
mas independe da evolução da DC (Almeida et al.,2007).Em nosso estudo verificamos a 
presença de HAS e osteoporose apenas na MAMA que foi a óbito durante o nosso estudo. 
Deve-se considerar que a HAS é um dos fatores de risco para doenças cardiovasculares e 
pode agravar o quadro clínico em pacientes com DC (Gurgel et al., 2007).A MJFL 
apresentava distúrbio gástrico e procurou atendimento médico devido a refluxo gástrico e 
posteriormente após exames clínicos e laboratoriais foi constatado ser portador da DC na 
forma indeterminada. A SAO e AP apesar das formas clínicas cardiodigestiva e digestiva, 
respectivamente, não apresentaram nenhuma comorbidade. Os exames complementares são 
relevantes na avaliação precisa do quadro clínico e presença de comorbidades. Todos os 
pacientes não apresentaram alterações nos resultados para avaliação da diabetes, 
dislipidemias e nas funções hepáticas e renais. Também não há relatos de outras 
comorbidades nos prontuários nos pacientes desse estudo. Entretanto, apesar de não estar 
fora da taxa de referência, o paciente SAO apresentava níveis mais altos de uréia e 
colesterol, e a MAMA, valores mais alta de glicose, hemoglobina glicada e também 
colesterol que os demais pacientes. 
O T. cruzi é uma espécie que possui uma extensa variabilidade genética 
(Zingales et al., 2011; Zingales et al., 2012 ), por isso foi feito o estudo da genotipagem dos 
isolados para explicar as possíveis correlações entre as diferenças nas manifestações clínicas 
da DC com a variabilidade genética do parasita, assim como, a prevalência em diferentes 
regiões do Brasil. Verificou-se que os isolados SAO, AP e MAMA são TcII e a MJFL TcIII. 
Segundo dados relatados por Zingales et al., (1999) a TcII  possui maior prevalência em 
infecções humanas no Brasil, sendo que as cepas do grupo TcII  estão associadas ao ciclo de 
transmissão doméstico, responsável pelas manifestações clinicas da doença em países do 
Cone Sul (Anonymous, 1999). 
49 
 
No Brasil, especialmente na região central, sul e sudeste, as manifestações 
cardíacas, digestivas e cardiodigestivas são quase exclusivamente ligados ao grupo TcII 
(Freitas et al., 2005; Lages-Silva et al., 2006), como mostra os pacientes de nosso estudo. 
No entanto, a MFJL com a forma indeterminada é procedente da região do nordeste do 
Brasil (Ibimirim-Pe) e foi classificado como TcIII. Ainda existem muitas controvérsias 
sobre os estudos do pleomorfismo com o quadro clínico observado na DCC (Lages-Silva et 
al., 2006; D’Avila et al., 2006; D´avila et al., 2009).Apesar disto alguns estudos mostraram 
que as linhagens TcIII e TcIV estão mais associadas ao ciclo silvestre no Brasil, Venezuela e 
Argentina, e as infecções humanas por essas linhagens são raras nessas regiões (Llewellyn et 
al., 2009; Marcili et al., 2009). Deve-se levar em consideração que alguns pacientes podem 
estar infectados por mais de uma população de T. cruzi (Vago et al., 2000). 
Através das curvas de proliferação foi possível verificar o comportamento dos 
isolados em relação ao ciclo celular em meio de cultura LIT por um período de sete dias. 
Nos resultados podemos observar que todas as cepas tiveram uma proliferação semelhante, 
entretanto, o isolado da AP atingiu o pico de proliferação no sexto dia e os demais isolados 
(MAMA, SÃO e MJFL) no quarto dia de cultivo. O T. cruzi utiliza carboidratos e 
aminoácidos como fontes de carbono e energia sendo que em culturas, epimastigotas 
catabolizam preferencialmente glicose e depois de sua exaustão ocorre o catabolismo de 
proteínas e aminoácidos com produção de succinato e amônia (Cazzulo, 1994). Neste estudo 
podemos sugerir que o isolado da AP consome a glicose do meio e tem uma maior 
capacidade de utilizar os aminoácidos e carboidratos presentes nos seus reservossomos que 
os demais isolados. Com exceção do isolado da MJFL, os demais isolados não apresentaram 
a fase lag (latência) na curva de proliferação, isso se deve pela rápida adaptação e intensa 
utilização da glicose disponível no meio de cultura por esses isolados.  
O T. cruzi possui um complexo ciclo de vida, a para sua sobrevivência tem que lidar 
com variações ambientais entre eles o estresse oxidativo, (Piacenza et al., 2009; Gupta et al., 
2009; Rassi et al., 2010; Garcia et al., 2010). Sendo assim, o T. cruzi tem de lidar com altos 
níveis de EROs principalmente H2O2proveniente de seu próprio metabolismo aeróbico, da 
resposta imune do hospedeiro e, ocasionalmente, de drogas usadas no tratamento da DC 
(Irigoin et al., 2008). Deve-se levar em consideração que o H2O2 pode atravessar membranas 
biológicas subcelulares (Bienert et al., 2006) e reagir com moléculas biológicas exercendo 
efeitos prejudiciais sobre as células e danos ao DNA, além de produzir o radical hidroxil 
(OH.) altamente reativo. Além disso, o H2O2 participa de processos fisiológicos como a 
regulação da sinalização celular (Tomás& Castro, 2013). A sensibilidade do T. cruzi a EROs 
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pode ser um importante mecanismo de adaptação e interação de tripanossomatídeos com o 
ambiente (Finzi et al., 2004). Os parasitas isolados da MAMA, MJFL e SAO possuem um 
comportamento parecido apresentando maior resistência ao H2O2 quando comparado aos 
parasitas isolados do AP. É interessante relatar que os isolados de nosso estudo apresentam 
maior resistência ao H2O2 quando comparada a outros estudos. Em 15 cepas estudadas por 
Carranza e colaboradores (2008) foi verificado um IC50 variando entre76 a 120µM. Também 
em estudo realizado por Mielniczki-Pereiraet al (2007) verificaram um IC50 de 96,17±1,7 µM 
para a cepa Y e Wilkinson et al, (2000) 96,7±2,3 µM para cepa Silvio. Pode-se sugerir que os 
isolados deste estudo ainda não estivessem adaptados ao meio de cultivo. 
A determinação do potencial de membrana tem importância na avaliação da 
funcionalidade da mitocôndria para produção de ATP e do status energético da célula 
(Gonçalves et  al., 2011). No presente estudo não houve diferenças no potencial de 
membrana entre aos quatro isolados dos pacientes. Utilizando parasitas da cepa Y na forma 
epimastigotas estudadas por Gonçalves et al. (2011) mostraram resultados parecidos com o 
nosso estudo. 
Apesar de alta atividade glicolítica, o T. cruzi possui baixa capacidade de funcionar 
em anaerobiose e têm um reduzido consumo de glicose durante a hipóxia ou estresse 
oxidativo e depende da respiração para sua proliferação e sobrevivência (Bringaud et al., 
2006) por isso, um dos objetivos de nosso estudo foi avaliar se houve diferenças entre os 
isolados nas taxas de consumo de oxigênio. Essa avaliação foi verificada inicialmente sem a 
permeabilização da membrana plasmática com digitonina (consumo fisiológico de 
oxigênio). Estudos mostram que células de T. cruzi em epimastigotas possuem altas taxa 
respiratória em nível basal ou fisiológico (Docampo et al., 1988). Em nosso estudo, 
observaram-se essas mesmas taxas basais no consumo de oxigênio, porém sem diferenças 
significativas entre os isolados da MAMA e AP, e tendo o isolado da SAO maior taxa de 
consumo de oxigênio, e o isolado da MJFL uma menor taxa em células não permeabilizadas 
entre os isolados deste estudo. Interessantemente, os parasitas SAO foram isolados de um 
paciente que apresentava taxas mais altas de colesterol e uréia em relação aos outros 
pacientes. Isso pode refletir nos resultados observados numa disponibilidade de nutrientes 
diferentes para esses parasitas em relação aos demais isolados. 
Em nossos resultados verificamos que houve diferenças significativas entre os 
isolados no consumo de oxigênio na fase log, quando adicionamos succinato (estado 2). A 
SAO e AP tiveram maior consumo de oxigênio que a MJFL e MAMA, porém sem 
diferenças significativas entre elas, contudo a MJFL apresentou menor taxa de consumo de 
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oxigênio entre os isolados estudados. Esses resultados indicam que paciente com formas 
clínicas determinadas apresentam maior consumo de oxigênio sustentado com succinato que 
a forma indeterminada (MJFL). Em contrapartida, resultados em outras cepas foram obtidos 
por Carranza et al., (2009) onde não verificaram diferenças no consumo de oxigênio em 
presença de succinato. Em estudo realizado por Silva et al., (2011) utilizando diferentes 
substratos da cadeia respiratória em duas cepas (Tulahuem 2 e Y) epimastigotas de T. 
cruzi,não foram observados diferenças significativa na taxa do consumo de oxigênio nas 
diferentes fases de proliferação, porém variou entre cepas e entre diferentes fases 
proliferativas da mesma cepa. 
Quando adicionado o ADP (estado 3), não houve estimulação do consumo de 
oxigênio nas quatro cepas estudadas. Esses resultados sugerem que o ADP provavelmente 
estimulou o ciclo de Krebs para produzir mais coenzimas reduzidas, no entanto a cadeia 
respiratória do parasita deve em alta atividade acoplada e não responde ao estímulo do ADP. 
 Para confirmar que de fato não houve estímulo do ADP no consumo de O2, foi 
adicionada a oligomicina (estado 4), um inibidor específico da Fo da ATP-sintase, que inibe 
a produção de ATP. Quando isso ocorre, há um aumento de ADP e consequentente 
regulação negativa do Ciclo de Krebs. Mas, não se observou nenhuma alteração no 
resultado. Além disso, adicionou-se CCCP, um desacoplador, observou-se que ainda havia 
estímulo da cadeia respiratória, mostrando que a não estimulação do ADP deve-se 
provavelmente a presença de ácidos graxos no meio.  
Por fim, após a análise dos nossos resultados, verificamos que existem diferenças 
no metabolismo mitocondrial entre os isolados, principalmente em relação à velocidade da 
cadeia respiratória. A correlação que pôde ser estabelecida entre a bioenergética 
mitocondrial dos parasitas com as diferentes formas clinicas da DC, foi que os parasitas da 
SAO vieram de um paciente com níveis de colesterol e uréia mais altos que os demais o que 
pode ter produzido efeito na sua taxa de proliferação, sendo menor que a dos demais 
isolados, mas com maior taxa de consumo de oxigênio em células não permeabilizadas.  Os 
ácidos graxos alteram a velocidade da cadeia respiratória acelerando-a, de forma que esses 
parasitas apresentam maiores taxas de consumo de oxigênio que os demais. 
Interessantemente, SAO vem de um paciente portador da forma cardiodigestiva e apresenta 
características bioquímicas mais predominantes dos parasitas da forma cardíaca. Além disso, 
o isolado da MJFL com forma clínica indeterminada apresentou menores taxas no consumo 
de oxigênio em células permeabilizadas e não permeabilizadas em relação aos demais 





 Todos os pacientes deste estudo foram provenientes de regiões endêmicas e apresentavam 
casos de doença de Chagas na família, sugerindo que a principal forma de transmissão da 
DC desses pacientes seja a vetorial. 
 Somente a MAMA (cardíaca) apresentou hipertensão arterial sistêmica e osteoporose 
como comorbidade e intolerância a glicose. 
  Os isolados da SAO (cardiodigestiva), AP (digestiva) e MAMA (cardíaca) foram 
classificadas como TcII e a MJFL(indeterminada) como TcIII. 
 Na curva de proliferação, aos isolados tiveram comportamento diferente para atingir o 
inicio da fase estacionária, sendo que o isolado da AP (digestiva) possui menor capacidade 
multiplicativa que as cepas SAO (cardiodigestiva), MJFL (indeterminada) e MAMA 
(cardíaca), porém maior InC. 
 Os isolados deste estudo mostraram maior resistência ao H2O2 em comparação com 
outros resultados sendo que os isolados da MAMA, MJFL e SÃO maior resistência em 
relação ao isolado da AP. 
 Não houve diferenças significativas no potencial de membrana mitocondrial entre os 
quatro isolados estudados. 
 Todos os isolados apresentaram altas taxas basais no consumo de oxigênio, porém sem 
diferença significativa entre os isolados da MAMA e AP. 
 Enfim, através deste estudo foi possível sugerir uma correlação entre a bioenergética 
mitocondrial e as formas clínicas da DC, fazendo-se necessário o estudo de mais isolados de 
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